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論文内容の要旨
【目的】無脊椎動物の生体防御機構の基本を支えるのは，マクロファージに代表される食細胞や，レクチ
ン，抗菌蛋白質などの体液性因子であり，この様な生体防御因子は.体内の異物である癌に対しでも作用
することが既に報告されているo また晴乳動物で見いだされている体液性因子〈サイトカイン)の多くは，
l直接，間接に抗癌作用とかかわりあいがあることはよく知られている。われわれは，モンシロチョウおよ
びオオモンシロチョウさなぎ体液中に新たな抗癌作用蛋白質を発見し，モンシロチョウについてはその分
離，精製をおこない，報告している〈参考論文〉。今回上記霊白質の各種繕細胞及び正常細胞に対する細
胞傷害性について検討をおこなった。
【方法]10種類の各種ヒ卜癌細胞および正常細胞である胸帯静脈血管内皮細胞をモンシロチョウさなぎ体
液より抽出.精製した蛋白質(ピエリシン)で72時間処理し，その50%細胞増殖抑制濃度(lCs0)を
MTTアッセイ法で検討した。また上記細胞傷害性がアポトーシスによるものかどうかを調べるため，
ピエリシン処理後の細胞像の蛍光顕微鏡による観察およびDNAのアガロースゲル電気泳動を行った。さ
らに上記アポトーシスにおけるカスパーゼの関与を調べるために，ピエリシン処理後のwholecell 
lysateにおけるPARP(poly(ADP-ribose)polymerase)の限定分解の有無をwesternblot法にて解析した。
【結果】精製した蛋白質(ピエリシン〉は，試験した10種類のヒト癌細胞および正常細胞すべてに対して
細胞増殖抑制効果を示した。 ICso納はO.043ng/ml(HeLa)から150ng/ml(U937)までと.その効果は細胞によ
りかなりの違いがみられた。ピエリシン処理後の細胞像を蛍光顕微鏡で観察したところ核の凝集および断
片化像を認め，またアガロースゲル電気泳動においていわゆる 'DNAラダー"像を認め.上記細胞傷害活性
がアポトーシスによることがわかった。ピエリシンによるアポトーシスは， FasやTNF-α抵抗細胞を含
む全ての癌細胞に認められ，またwild-typep53.mutant-type p53いず、れの癌細胞にもアポトーシスを
誘導することにより， p53非依存性のアポトーシスと考えられた。さらにアポトーシスのシグナル伝達
因子とされているカスパーゼ.の活性化をみるため.western blotを行ったところPARPの限定分解を認め，
上記アポトーシスにカスパーゼが関与していることが証明されたο
【結論】ピエリシンは正常細胞にも細胞傷害を示すものの，非常に低濃度で広範囲の癌細胞にアポ卜ーシ
スを誘導することより，新しい抗癌蛋白質として期待される。
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論文審査の結果の要旨
無帯椎動物の生体防御機織の基本を支えるのは，マクロファージに代表される食細胞や. レクチン.抗
爵蛋白質などの体液件因子であり，この様な生体防御因子は癌に対しても作用することが既に報告されて
いる。著者等は，モンシロチヲウおよびオオモンシロチョウさなぎ体液中に新たな抗癌作用蛋白を発見し.
モンシロチョウについてはその分離，精製を行い，ピエリシンと名付け報告している。今回上記蛋白質の
各穐癌細胞および正常細胞に対する細胞傷害性について検討を行った。
10種類の各種ヒ卜絹細胞および正常細胞である鱒帯静脈血管内皮細胞をモンシロチョウさなぎ体液より
抽出.精製した蛋白質(ピエリシン)で72時間処理し，その50%細胞増殖抑制濃度(IC.o)をMTTアッセ
イ法で検討した。 lC50値は.O. 043ng/ml (HeLa)から150ng/ml(U937)までと，その効果は細胞によりかなり
違いがみられたが，試験した全ての細胞に対して細胞増殖抑制効果を示した。またピエリシン処理後の細
胞像を蛍光顕微鏡で観察したところ核の凝集および断片化像を認め，またアガロースゲル電気泳動におい
ていわゆる .DNAラダー"像を認め，上記細胞傷害活性がアポトーシスによることがわかったのピエリシン
によるアポトーシスは， FasやTNF抵抗細胞を含む全ての癌細胞に認められ、またwild.-type p53， 
mutant-type p53いず、れの癌細胞にもアポトーシスを誘導することより.p53非依存性のアポトーシス
と考えられた。さらにアポトーシスのシグナル伝達因子とされているカスパーゼの活性化を見るため.
western blotを行ったところpoly(ADP-ribose)polymcraseの限定分解を認め.上記アポトーシスにカスパ
ーゼが関与していることが示唆された。
この論文では，モンシロチョウさなぎ体液中の蛋白質ピエリシンが正常細胞にも細胞傷害性を示すもの
の，非常に低濃度で持々の絹ー細胞にアポトーシスを誘導することを見いだしたO 既存の抗牌療薬の多くが
p53依存性にアポトーシスをおこすが，本蚕白質，はp53非依存性にアポトーシスを起こすことより.新
しい抗癌蛋向質として期待されること，また既にアポトーシスを起こす蛋白質として知られているFas
やTNF低抗細胞に対してもアポトーシスを起こすことより，新しいアポトーシスのメカニズムの解明に
寄与するものと考えられる。よって著者は博士の学位(医学)を授号・されるに値するものと判定された。
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